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摘要 : PI3K/AKT 信号 通路 在 哺乳 动物 早期 胚胎 发 育 中 起 用 。 抑 癌 基 因 PTEN 是 该 通路 中 的 负 调 节 因 
子 , 但 PTEN 在 孵 和 早期 胚胎 中 的 表达 、 分 布 以 及 作用 都 还 未 见报 道 。 本 研究 通过 免疫 荧光 方法 发 现 卵 细胞 及 着 
床 前 胚胎 都 表达 PTEN， 且 有 具 活性 的 PTEN 主要 分 布 在 生发 泡 期 (germinal vesical, GV) 卵 细胞 的 皮层 部 位 以 及 致密 
桑 棋 胚 的 卵 裂 球 表面 。 在 培养 基 中 添加 低 浓 度 的 PTEN 特异 性 抑制 剂 bpV(pic), GV 期 卵 母 细胞 的 成 熟 不 受 影响 ， 
着 床 前 胚胎 发 育 受 到 阻 滞 。 该 结果 提示 PTEN 在 小 鼠 着 床 前 胚胎 发 育 中 可 能 起 重要 作用 。 
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Role of PTEN in mouse pre-implantation development 


WANG Xi-Hong™, HE Xie-Chao', HAN Shu-Biaol, JI Wei-Zhi', ZHENG Ping: 


(1. Kunming Institute of Zoology, the Chinese Academy of Sciences, Kunming 650223, China:; 
2. Graduate School of the Chinese Academy of Science, Beijing 100049, China) 


Abstract: The PI3K/Akt signal transduction pathway plays an important role in pre-implantation embryonic 
development. The tumor suppressor gene PTEN negatively regulates the PI3K/Akt pathway. Although PI3K is 
constitutively activated during pre-implantation embryonic development, currently no evidence shows the presence and 
possible involvement of PTEN in early embryo development. We investigated the expression of PTEN protein in 
germinal vesicle (GV) stage oocytes as well as in pre-implantation embryos. The activated form of PTEN was distributed 
in the peripheral of GV oocytes and compact morula. Treatment of GV oocytes with PTEN inhibitor bpV(pic) did not 
affect the maturation of the oocyte, but significantly impaired embryonic development. Thus, our study suggests the 
necessary role of PTEN in pre-implantation embryonic development. 


Key words: Oocyte; Pre-implantation embryonic development; PTEN; bpV 





磷脂 酰 肌 醇 3- 激 酶 (PI3K) 家 族 参与 多 种 PTEN 的 异常 与 多 种 肿瘤 的 发 生 、 侵 认 及 转移 密切 
路 ,调节 细胞 的 多 种 功能 。 正 常情 况 下 ， 相关 (Keniry & Parsons, 2008)。 因 此 ，PTEN 是 重要 
而 产生 的 类 脂 产 物 3,4.5- 三 磷酸 磷脂 酰 肌 醇 的 抑 癌 因 子 之 一 , 在 调节 细胞 正常 生长 也 有 着 举 足 
PtdIns(3,4,5)P3(PIP3) 作 为 第 二 信使 结合 并 激活 多 种 ”轻重 的 作用 。 
细胞 内 的 靶 蛋 白 ,形成 一 个 信号 级 联 复合 物 ， 最 终 对 PI3K 信和 号 通路 在 生殖 和 发 育 中 的 功能 研究 
调节 细胞 的 增殖 、 分 化 、 存 活 和 迁移 等 (Manning & ” 则 相对 较 少 , 但 己 有 证 据 表 明 PI3K 对 着 床 前 胚胎 
Cantley，2007)。PI3K/AKT 信号 通路 保持 正常 的 平 。” 发 育 具 重要 意义 。 敲 除 PI3K 的 p110b 催化 亚 基 会 


人 


衡 状 态 是 细胞 维持 正常 生理 活动 的 关键 。PTEN 是 引发 早期 胚胎 致死 Bi et al 2002)。 应 用 时 差 显 微 技 
一 种 PtdImns(3,4,5)P3- 磷 酸 酶 , 它 可 以 通过 去 磷酸 化 术 (time lapse microscopy) 也 发 现 早期 胚胎 中 有 持续 
将 PtdIns(3,4,5)P3 转变 为 PtdIns(4,5)P2(PIP2), 从 而 ”的 PtdIns(3,4,5)P3 生成 ,抑制 PtdIns(3,4,5)P3 的 产 
负 调 节 PI3K/AKT 信和 号 通路 的 稳 态 。PIP2 也 是 一 种 。 生 可 导致 胚胎 发 育 受 阻 ,说明 PI3K/Akt 通 路 对 早期 
重要 的 信号 分 子 ， 可 以 与 胞 内 或 细胞 膜 上 的 许多 蛋 胚胎 发 育 起 调控 作用 (Halet et al， 2008)。 在 卵细胞 
白质 发 生 相互 作用 (McLaughlin & Murray,2005)。 中 特异 性 襄 除 PTEN， 可 使 滤 泡 提前 发 育 和 过 度 激 
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活 ， 从 而 产生 卵巢 早衰 (Reddy et al, 2008); 而 在 颗粒 
细胞 中 特异 敲 除 PTEN 则 可 以 增加 排卵 率 和 产 仔 数 
并 延长 黄体 寿命 (Fan et al 2008)。 在 小 鼠 初级 卵泡 
中 特异 敲 除 PTEN 不 能 影响 卵 母 细胞 成 熟 、 排 卵 和 
产 仔 数 (Jagarlamudi et al，2009)。 但 是 到 目前 为 目 ， 
PTEN 是 否 也 在 早期 胚胎 中 表达 并 起 一 定 的 调控 作 
用 ,尚未 见 有 关 报 道 。 我 们 利用 免疫 组 化 技术 研究 
PTEN 在 小 鼠 狐 和 着 床 前 胚胎 中 的 分 布 ,并 利用 
PTEN 特异 性 抑制 剂 研究 其 在 卵 成 熟 及 早期 胚胎 发 
育 中 的 可 能 功能 , 其 结果 表明 , PTEN 在 卵细胞 和 早 
期 豚 胎 中 持续 表达 ， 对 早期 胚胎 发 育 可 能 起 调控 作 
用 , 但 抑制 PTEN 对 卵细胞 的 成 熟 没 有 显著 作用 。 
1 材料 和 方法 
1.1 小 鼠 卵 和 胚胎 的 获取 和 培养 
健康 、 性 成 熟 的 ICR 品系 SPF (无 特定 病源 ) 级 
小 鼠 购 自 昆明 金 殿 动 物 中 心 。 

超 排 方法 :选择 处 于 间 情 期 和 发 情 前 期 的 雌性 
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2 结 果 
2.1 PTEN 蛋白 在 卵细胞 和 早期 胚胎 中 的 表达 和 
分 布 

我 们 首先 利用 PTEN(Ab-380/382/383) 抗 体检 测 
了 PTEN 总 蛋白 在 卵细胞 和 早期 豚 胎 中 的 表达 和 定 
位 ， 继 而 利用 PTEN(Phospho-Ser380/Thr382/Thr383) 
抗体 检测 了 卯 和 胚胎 中 磷酸 化 的 PTEN 蛋白 的 表达 
和 定位 。 这 些 位 点 上 磷酸 化 的 PTEN 被 认为 是 非 活 
化 形式 (Salmena et al, 2008; Vazquez et al, 2001; 
Vazquez et al, 2000)。 

对 卵细胞 及 体内 发 育 各 阶段 的 胚胎 进行 总 
PTEN 和 磷酸 化 PTEN 免疫 菊 光 染色 ,结果 如 图 
1( 大 写 A-F 为 磷酸 化 PTEN， 小 写 a-f 为 PTEN 总 蛋 
白 )。PTEN 总 蛋白 在 着 床 前 各 阶段 胚胎 (图 1a-e) 及 
卵细胞 (图 1 人 中 都 有 表达 ,主要 分 布 在 细胞 核 及 近 
田 胞 膜 上。 磷酸 化 PTEN 在 一 细胞 、 二 细胞 、 四 细 
胞 及 圳 胚 阶 段 与 PTEN 总 蛋白 的 分 布 基本 一 致 ， 但 
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小 鼠 ， 腹腔 注射 PMSG(5 IO)， 间 隔 46 一 48h 后 腹腔 
注射 hCG(5 IU)， 随 即 与 雄 鼠 合 簿 ,翌日 8:00 检查 
明 栓 ， 有 阴道 栓 者 认为 已 完成 交配 行为 。 
胚胎 的 获取 和 体外 培养 取出 输卵管 和 子 
宫 , 用 消化 或 者 冲洗 的 方法 获得 胚胎 , 在 实体 显 微 
镜 下 检查 受精 胚胎 的 发 育 阶段 。 一 细胞 (两 原核 期 ) 
胚胎 培养 在 KSOM 培养 基 中 , 培养 条 件 为 37 C， 
5% CO，。 

GV( 生 发 泡 ) 卵 的 获取 : PMSG 注射 48h 后 取出 
小 鼠 卵 巢 , 刺 破 卵泡 获得 质量 好 的 COCs, 用 机 械 
吹 吸 的 方法 去 除 颗粒 细胞 。GV 卵 在 KSOM 培养 中 
进行 成 熟 培 养 , 培养 条 件 同上 。 

培养 中 使 用 的 PTEN 抑制 剂 bpVOic) 购 自 
Calbiochem(Cat: 203705). 

1.2 ”免疫 组 化 

体内 获取 的 不 同 发 育 阶 段 的 胚胎 用 PBS 洗 两 
遍 ， 在 3.7% 中 性 多 聚 甲醛 中 国定 15~20 min， 
0.25% Triton-X100 中 透 膜 30 min, 1% BSA 封闭 至 
少 1h, 一 抗 4 CC 过 夜 , 二 抗 室温 1 h, Hoechst 染 核 。 
在 激光 共聚 焦 显 微 镜 下 进行 观察 。 

使 用 的 一 抗 购 自 恩 晶 公司 , PTEN(Ab-380/382/ 
383)Antibody(cat: E021056), PTEN(Phospho-Ser380/ 
Thr382/Thr383)Antibody(cat: E11056)。100X 稀 释 。 
1.3 统计 分 析 

使 用 Excel 软件 卡 方 检验 进行 统计 分 析 ， 
P<0.05 定义 为 差异 显著 。 
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在 致密 化 桑 划 胚 阶段 ， 两 者 呈现 不 同 的 分 布 : PTEN 
总 蛋白 同时 分 布 在 细胞 核 及 卵 裂 球 表面 ， 而 磷酸 化 
PTEN 只 分 布 在 细胞 核 中 。GV 期 卵细胞 PTEN 总 
蛋白 和 磷酸 化 PTEN 也 存在 分 布 上 的 差异 , 总 蛋白 
分 布 在 细胞 核 和 近 细 胞 膜 上 (图 109， 而 磷酸 化 
PTEN 则 分 布 在 细胞 核 中 (图 1F) 
2.2 ”PTEN 在 卵细胞 成 熟 及 早期 胚胎 发 育 中 的 作用 
GV 期 卵细胞 在 成 熟 培 养 中 ,加 入 不 同 浓 度 (0 
hmoVL、 1 umoVL、10 umoVyL)PTEN 特异 性 抑制 剂 
bpV, 观察 对 生发 泡 破 裂 (Germinal vesicle breakdown,， 
GVBD) 的 影响 , 结果 显示 , 不 加 bpV(0 umolL) 和 加 
1 pymol/L、10 hmolLbpy 的 GVBD 率 分 别 为 86.4% 
和 86.2%、84.6%， 无 显著 差 寞 (P>0.05)。 
取 一 细胞 (两 原核 期 ) 有 是 胎 在 KSOM 中 培养 , 培 
养 基 中 添加 0 nmolL( 对 照 )、2.5 pmol/L、5 hmol/L 
以 及 10 nmoyL 浓度 梯度 的 bpV, 每 天 观察 并 记录 
各 组 及 胎 发 育 的 情况 。 我们 发 现 bpV 的 添加 显著 抑 
制 豚 胎 发 育 ,而且 抑 制 的 程度 与 浓度 正 相 关 。 在 浓 
度 较 低 (2.5 umoyL 和 5 hmoyD) 时 ， 二 细胞 以 后 发 
育 到 每 个 阶段 的 豚 胎 数 都 有 所 下 降 ,， 经 过 卡 方 检验 ， 
2.5 hmolL 和 5 hmoyL 两 组 的 四 细胞 、 桑 棋 胚 、 历 
胚 的 发 育 率 与 对 照 组 相 比 具 都 有 显著 差异 
(P<0.05)。 在 较 高 浓度 (10 pmolD) 时 没有 胚胎 可 以 
发 育 到 宫 胚 ， 几 乎 所 有 胚胎 的 发 育 全 部 被 抑制 在 二 
细胞 时 期 (图 2)。 
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图 1 胚胎 发 育 各 阶段 以 及 GV 外 的 磷酸 化 PTEN 和 总 PTEN 的 分 布 
Fig. 1 Distribution of PTEN and phosphorylated-PTEN in pre-implantation embryos and GV oocytes 
PTEN (Phospho-Ser380/Thr382/Thr383) Antibody( 磷 酸化 PTEN) 以 及 PTEN (Ab-380/382/383) Antibody (总 PTEN) 两 种 抗体 对 胚胎 以 及 GV 卵 的 免疫 荧 











光 染 色 结 果 。 二 抗 为 Alexa Fluor 488, 绿色 荧光 。 注 意 在 致密 桑 杆 











阶段 磷酸 化 ; a 一 e) 胚胎 发 育 各 阶段 总 PTEN 免疫 组 化 结果 ; F) GV 卵 磷 酸化 PTEN 免疫 组 化 结果 ; D GV 卵 总 PTEN 免疫 组 化 结果 。G) 
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胚 阶段 和 VG 卵 中 , 总 PTEN 和 磷酸 化 PTEN 的 分 布 有 所 不 同 。A~E) 胚胎 发 育 各 





加 二 抗 的 对 照 , 其 他 阶段 情况 基本 相同 ,都 是 儿 乎 没有 任何 荧光 。Bar=-20 hm。 
Immunofluorescent staining of GV oocytes by PTEN (Phospho-Ser380/Thr382/Thr383) antibodies Specific for the phospho-PTEN or with PTEN 
(Ab-380/382/383) Antibody specific for total PTEN. The embryos were then incubated with a secondary antibody, Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit (green 
fluorescence). Note that total PTEN and p-PTEN located differently in compact morula and GV oocyte. A-E) phospho-PTEN in preimplantation embryos; a-e) 
total PTEN in preimplantation embryos; F) phospho-PTEN in GV oocytes; f) total PTEN in GV oocytes; G) a control with the secondary antibody alone. Bar=20 hm. 
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5 
bpV 浓 度 
Concentration of bpV (umol/L) 
口 2 细胞 ” 口 2-6 细 胞 目 8 细 胞 ” 田 16-32 细 胞 昌吉 且 


2cell 2-6cell 8cell 16-32cell blastocyst 抑 制 pI3K 活 性 可 弓 | 起 早 期 胚 胎 至 死 (Bi et al, 2002: 









































3 讨 论 




















并 激活 , PI3 开 夭 


PI3K 通路 在 小 鼠 豚 胎 发 育 中 起 重要 作用 , 在 
小 鼠 胚 胎 中 , PI3K 从 一 细胞 胚胎 到 赛 胚 都 持续 表达 
[其 磷酸 化 反应 的 产物 PtdIns(3,4,5)P3 














-细胞 胚胎 只 





都 分 布 在 细胞 表面 (Halet et al，2008; Riley & 
Carayannopoulos，2005)。 敲 除 PI3K 催化 亚 基 或 者 




















图 2 PTEN 抑 省 剂 bpVCpic) 处 理 对 于 期 胜 肥 发育 的 影响 Halet et al, 2008)。PTEN 是 PtdIns(3,4,5)P3 发 生 的 


Fig.2 Effect ofpbV(pic) treatment on the developmental 












































yas Es er 、 窜改 音 由 币 可 能 出 吉 重 本 以 
competence of early embryos 负 调 控 因子 ， 所 以 在 胚胎 发 月 中 很 可 有 也 人 月 重要 的 

在 培养 基 中 添加 0 pmolL( 对 照 )、0.5 hmoyL、2.5 pmolL 和 10 pmol/L 作用 o 
的 bpVpic), 统计 2 细胞 、4-6 细胞 、8 细胞 、16-32 细胞 及 圳 胚 的 各 阶 我 们 的 结果 表明 ，PTEN 在 卵 母 细胞 和 早期 胚 











在 二 细胞 以 后 的 所 有 发 育 阶 段 , 发 育 率 均 差异 显著 (P<0.05)。 


段 胚 胎 发 育 率 。0.5 pmolL、2.5 pmolL 和 10 hmol/L 三 组 与 对 照 组 相 比 ， 








One-cell embryos were cultured continuously in the presence of 0 hmol 阳 汤 PTEN 的 ;> 


(control), 0.5 umol/L, 2.5 pumol/L and 10 pmol/L bpV(pic). The developmental 


rate was valued at the following stages (left to right): two-cell, four to 
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胎 发 育 中 持续 表达 。 利 用 PTEN 特异 性 抑制 剂 bpV 
舌 性 ， 可 显著 影响 早期 胚胎 发 育 潜能 ， 


效果 具 剂 量 依赖 性 ,说 明 PTEN 对 早期 胚胎 发 育 

















six-cell, eight-cell, 16-cell morula and early blastocyst. About 50 embryos 具 调 控 作 用 。 PTEN 总 重 和 人 磅 酸化 重 白 帮 有 


were scored in each experimental condition. The development rate had 





significant difference between test group and control group in all stage 


beyond 2 cells (P<0.05). 
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阶段 卵 分 布 不 一 致 ， 活 化 的 PTEN 主要 分 布 在 袭 球 





E 桑 莫 胚 





表面 。 该 结果 暗示 PTEN 可 能 在 桑 黄 胚 阶段 的 致密 
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化 过 程 中 起 某 种 作用 。 低 浓度 的 bpV 并 不 能 阻 断 卵 
泡 的 成 熟 ， 这 与 前 人 基因 敲 除 的 研究 结果 一 致 ， 在 
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PTEN 活性 抑制 后 产生 的 真实 作用 ， 而 不 是 细胞 毒 
性 的 副 产 物 。 当然, PTEN 对 胚胎 发 育 的 作用 还 需 通 





















































小 鼠 在 初级 卵泡 中 襄 除 PTEN 不 能 影响 卵 母 细胞 成 
熟 (Jagarlamudi et al 2009)。 

本 实验 中 使 用 的 bpV 最 大 浓度 为 10 pmolL， 
本 实验 证 明 该 浓度 对 于 体 细胞 和 卵细胞 都 没有 



































过 mRNA 表达 的 定量 研究 ， 以 及 PTEN 基因 表达 的 
干扰 , 如 RNA 干扰 或 者 基因 敲 除 手段 进行 更 为 确 
当 的 验证 。 抑 制 PTEN 的 功能 , 一 方面 可 破坏 
PI3K/AKT 通路 的 平衡 , 使 AKT 过 度 激活 ; 另 一 方 
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性 (Lai, 2007; Schmid et al, 2004; Li et al, 2010)。 
此 ， 在 该 浓度 的 bpV 作用 下 观察 到 的 表 型 应 该 
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